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Article 1. " // est diUvri d la Ste dite : WISCONSIN ALUMNI EESEAECH 
FOUNDATION, 

614 North Walnut Street, Madisoa, Wisconsin 53705, 
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repr. par 1 'Office Zirkpatrick-G.C. Plucker a Bruxelles, 
^ «n brevet de perfectionnemeni pour: p^^Qcede de preparation de composes 1 ^ 

hydroxy les, 



brevete en sa faveur le 16 janvier 1979 sous le n^ 875, 512, 
perfect ionnement qu'elle declare avoir fait I'o'boet de 
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La presente invention se rapporte a im proced§ de prepa- 
ration de composes ayant une activite analogue a celle de la vi- 
tamine D et a des composes intervenant comme intermediaires cles 
dans ce procede, et en particnlier a ceux qui comprennent une 
5 fonction oxygenee sur I'atome de carbone 1 de la molecule. 

On salt que les vLtamines t exercent certains effets bio- 
.logiques, comme la stimiaation de 1' absorption du calcium dans 
I'intestin, la stimulation de la resorption minerale osseuse et 
la prevention du rachitisme- On sait aussi que cette activite 

10 biologique depend de 1' alteration in vivo de ces vitamines, 
c'est-a-dire de leur metabolismey en derives bydroxyles. Par 
exemple, on a pu etablir que la la, 25-dibydroxyvit amine est la 
forme active in vivo de la vitamine' et est le compose qui exer- 
ce les effets "biologiques precites. 

15 Les la-hydroxyvitamines D syntbetiques analogues, comme 

la la-bydroxyvitamine et la la-hydroxyvitamine D^, exercent 
aussi tin effet biologique marque et ces composes ^ de meme que les 
metabolites natxirels, off rent beaucoup d'interet comme agents 
pour le traitement de different s troubles des os et du metabolisme 

20 du calci\im, tels que 1' osteodystrophie, I'osteomalacie et l*os- 
teoporose. 

La plupart des precedes de preparation de ces analogues 
comprennent 1' hydroxylation en position 1 d'un steroide precur- 
seur convenable, puis la conversion du 1-hydroxysteroxde en la 

25 l-bydroxyvitamine D desiree. Recemment, un procede general de 
preparation des 1-hydroxyvitamines B, qui differe radicalement 
des precedes anterieurs, a ete propose- Ce procede, mis au point 
par Paaren et al' (Proc- Nat. Acad. Sci. U.S.A. 208g-208i) com- 
prend I'hydroxylationdirecte d'une vitamine D precurseur con- 

30 duisant avec un rendement eleve au compose la-hydroxyle cbrres- 
pondant. Ce procede pent etre illustre par le schema operatoire 
ci-apres. 



3? 



ho 
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Les differents stades sont les suivants : 
Stade (1) : p- toluene sulfonylation d'une^-hydroxyvitamine D de 
15 depart (comme la vitamine D^, la vitamine D^, la 25-hydrox7- 

vitamine D^, etc. ) pour la formation du derive 3-0-p-tolufeae- 
siiLfonyle qui est soumis directement k la 
Stade (2) : solvolyse dans un solvant alcoolique (ZOH ou Z repr^- 
sente un radical methyle, ethyle, propyle, etc. , ou un atome 
20 d'hydrog&ne) conduisant a la cyclovitamine intermediaire (2) 

et, si la chose est desiree, lorsque Z represente un atoHte 
d'hydrogfene, acylation dans les conditions normales (par exeia- 
ple anhydride acetique /pyridine) conduisant au compost corres- 
pendant dont Z represente un radiceCL acyis .infeiieur ou acyle aranatique 
25 Stade (3) : introduction du radical hydroxyle en position Iv par 

oxydation allylique au mo yen de dioxyde de selenium conduisant 
au compose intermediaire (3) 
Stade (h) : protection de la fonction IcC -hydroxyle dans le derive 
IcC-O-acyle {kA) dont le radical acyle peut ^tre tout radical 
30 acyle appropri^, par exemple formyle, ac^tyle, benzoyle, etc. 

Stade (5) : solvolyse du compose intermediaire (hk) au moyen d'a- 
cide p- toluene sulf Old que comme catalyseur pour la formation 
de la lpc-0-acyl-3js-hydroxyvitamine D (JA) et de I'isombre 
5j6-trans correspondant (6A) 
35 Stade (6) : f ractiozmement du melange par chromatographie et hydro- 
lyse alcaline (ou scission r^ductrice) du radical acyle con- . 
duisant a la loc-hydroxyvit amine D (7) et, si la chose est de- 
siree au compose 5 j 6- trans correspondant (8). 

Ce procede constitue une vole fort commode et efficace 
kO de synthese des loc-hydroxyvitamines D (et/ou de leurs isomSres 



MDB.12 



N 313^3 



7iO-trans) a paxtir de vitamines II de depart convenables. De plus, 
le precede est fort general du fait que la chain e laterale E du 
coi^ose de depart peixt Stre I'une quelconque des cliaines laterales 
coiirantes se pretant elles-memes a la substitution par de tres 
5 noBbreujc radicaiox fonctionnels, notanment hydroxyle, alkyle^ 
0-acyle, halogene, ceto, carl)Oxyle, amido, ou a la non-saturation. 

La Demanderesse a decouvert a present un precede qui ame- 
liore et abrege le precede decrit. KLle a en effet etabli que 
dans des conditions appropriees, la la-hydroxycyclovitamine 3) in- 

10 temediaire (foxmule 3 dans le schema ci-dessus) pent etre solvo- 
lysee directement, sans protection prealable du radical 1-hydro- 
xyle sous forme de radical 1-0-acyle, pour donner un melange de 

6-cis- la -hydi-oxy-3-O-acyl vitamin e' D et de 5»6-trans-la-&ydroxy- 
3-0-acylvitamine qui peuvent etre separees et converties en la 

1^ la -hydroxyvit amine D desiree (ou I'isomdre 5,6-trans correspondant) 
II est evident que le radical la-hydroxyle etait protege 
dans le precede initial, par conversion en radical la-O-acyle en 
raison de la prevision raisonnabie que la fonction la-bydroxyle 
allylique sensil^le subirait une degradation pendant la solvolyse 

20 a I'aide d'lm acide relativement fort, comme I'acide p-toluenesul- 
fonique. L' experience a en fait demontre que la solvolyse d'une 
la-hydroxycyclovitamine D non protegee condiiit dans de telles con- 
ditions a tme decomposition importante et a un melange complexe 
contenant des produits non desires. Les auteurs du precede pre- 

25 cite indiquent aussi qu'apres protection du radical la-hydroxyle 
sous forme de radical la-O-acyle, le produit de solvolyse recher- 
che est obtenu avec un bon rendement, mais que la protection n'em- 
peche pets completement la decomposition indesiree pendant la sol- 
' volyse au moyen d' acide p-toluenesulfonique comme catalyseur. lis 

30 eat en outre observe que la decomposition pent etre reduite au ini- 
ninrum par solvolyse de la la-O-acylcyclovitamine dLans 1* acide ace-. 
tiq.ue ou formique. Neanmoins, dans ces conditions, ces auteurs 
obtiennent un melange de la $',6"cis-l,3-di-0-acylvitamine D et de 
la $',6-trans-l,3-di-0-acylvit amine D fort dlfficiles a separer, et 

35" I'avantage qui consiste dans la reduction jusqu'au minimum des 
reactions de decomposition est annul e par les partes dues a une 
cbromatographie compliquee inevitable. Lorsque les substituants 
' aux atomes de carbone 1 et 3 sont de meme caractere (par exemple 
sont tous deux des radicaux hydroxyle ou 0-acyle) , la separation 

ho de la forme 5»6-cis et de la forme 5',6-trans de ces vitamines D 
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est difficile. Pcur svitsr les difficultes de cette separation, 
les auteurs out suggere un schema suivant lequel une 1-0-acylcy- 
clovitaaine D (dont le radical acyle peut etre \m radical acyle 
quelconque, a 1' exception du radical fonnyle) est solvolysee dans 
5 I'acide foroique potir donner un melange de 5,6-cis-lo-0-acyl-3p- 
O-forinylvitajaine D et de 5,6-trans-la-0-acyl-3p-0-f ormylvitamine 
D. Le radical formyle est alors ^limine au cours d'une hydrolyae 
selective qui donne m melange de 5,6-cis-la-0-acyl-3p-bydrox7- 
vitamine D et de 5,6-trans-la-0-acyl-3p-bydroxyvitamne I), qu'il 

10 est possible de separer commodement et de traiter suivant les 
indications du stade 6 du schema . ci-dessus. Toutefois, cette 
variants, fait executer un stade de reaction supplement aire (hy- 
drolyse selective du radical formyle) . 

Une particularite specialement avantageuse de 1' invention 

1? est Qu'elle supprime tant les reactions de decomposition indesi- 
rables que la necessite de proteger et deproteger le- radical hy- 
droxyle. Le precede perfectionne de 1' invention est illustrS par 
le schema operatoire ci-apres- 
Sehema opftratoire B 



R 




/ 



10 



ac; 



yle a 




HO' 




0 acyle 



C5B) 



15 



stade 5 



C6B) 



stade 5 



20 



25 





30 

(7) 

US stades 1, 2 et 3 sont idertiques a,« stades coires-^ 
. V- . ™4T«toire A BOVtp d'autres details desquels il 
pondants ^ °»^'f^.\L. Acad. Sci. V.S.A. loo', cit. 

S-™o^ o^*a»^e . .^.^m^ (3) a. presence d-unacde. 
a"tS) condmsant » la a.-^dxo:,^3-0-acyl-J.6-o.s-v.tamne » 
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(6B) (dont le radical acyle est evidemment celui de I'acide utili- 
se pour la solvolyse) . 

Le stade J est analogue ati stade 6 du schema operatoire A 
et comprend la separation de la la-bydroxy-3-0"acyl-cis-vitaiiane D 
5 et de la la-hydroxy-3-O-acyl-trans-vitamine D, puis 1 ' elimination 
du radical 3- acyle' par hydrolyse ou reduction conduisant k la Ix- 
hydro3cyvitamine D (7) ou- si la chose est desiree, a. la 5,6-trans- 
iQL-hydroxyvitamine d; (8). 

Le procede de 1' invention offre des avantages pratiques 
10 important Ainsi, 

(a) la synthese est executee dans son ensemble en un plus pe- 
tit nombre de stades, du fait que la protection du radical bydro- 
xyle et/ou 1 'hydrolyse du radical fonnyle sont supprimees 5 

(b) la solvolyse direct e donne un melange qui contient la 

15 la-bydroxy-3"0-acylvitamine D recherchee et la l<x-hydroxy-3-0-:acyl- 
5»6-trans-vitainine D correspondante sans contamination par di±*f e- 
::?ents produits de degradation qui apparaissent lorsque I'acide 
p-toluenesulfonique est le catalyseur pour la solvolyse; 

(c) la suppression des produits de degradation indesirables 
20 simplifie la separation des formes cis et trans obtenues par sol- 
volyse; 

(d) la brievete du schema operatoire et la comniodite de sepa- 
ration des isomdres cis et trans rendent le nouveau procede prefer 

'bl>i pour une synthese des la-hydroxyvit amines D a I'echelle indu- 
25 strielle; 

Ce) la suppression d'\m stade operatoire et 1* absence de pro- 
duits de degradation, indesirables ameliore le rendement en compo- 
ses la-hydroxyles recherches. 

La solvolyse directe conforme a 1' invention est executee 

30 avec avantage par dissolution de la cyclovitamine dans un acide 
carboxylique organique de bas poids moleculaire et par bref chauf- 
fage du melange resultant. Les acides prefer es sont I'acide for- 
mique et I'acide acetique. et la reaction est executge avec avan- 
tage a une temperature de ^ a 60*»C en l5"a 30 minutes. Si la 

'3? chose apparaxt favorable ou requise, tea cosolvant inerte tel que 
le tetrahydxofuranne ou le dioxanne pent etre utilise conjointe- 
ment avec I'acide organique carboxylique pom^ ameliorer la solubi 
lite de la 1-hydroxycyclovit amine . la solvolyse conduit a un 
melarge (generalement dans le rapport 3:1) de la la-hydroxy-3"0- 

40 acylvitamine D et de la ia-hydroxy-3-0-acyl-5, 6-transvitaniine I>, 
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conteaant le radical acyle provenant de I'acide organique utili- 
se poux la solvolyse/ Par exemple, la solvolyse de la la-hydro- 
xy-3,$"cyclovitainine dans I'acide acetique glacial donne du 
3- acetate de la-bydroxyvitamine 3)^ et du 3-acetate de la-hydroxy- 
5 5,6-trans-vitaBine T)y La formation de la fonction 3-O-acetyle 
pendant la solvolyse est une partipnlarite fort desirable et avan- 
tageuse du procedejparce que les isomeres "^yS-cis et 5»6-trans 
des la-hydroxy-3-O-acylvitajDines D^.peuvent etre sepaxes aisement 
par chromatograpbie. Des precedes chromatograpliigues appropries 
10 sont notannnent la chromatographie en couche mince sur gel de sili- 
ce, qui est classique, la chromatographie liquide sous haute pres- 
sioxa et pour le travail a une plus grande ecbelle la cbromatogra- 
pliie sur colonne de gel de silice ou la chromatographie liquide 
sous liaute pression dans des colonnes preparatives. 
15 Apres cette separation, le radical 3-0-acyle pent etre 

elimine par bydrolyse en milieu alcalin ou par reduction- a I'aide 
d*un hydrure, le mode operatoire cboisi dependant principalement 
de la nature des autres fonctions que peitt . contenir la molecule. 
Par exemple, la reaction d'une solution methanolique d'une la-by- 
20 dro3cy-3-0-acylvitamine D (ou de son isomere 5,6-trans) avec de ^ 
I'hydroxyde de sodium aqueux a 5?^ pendant 1 a 2 heures a 25 - 50^*0 
elimine quantitativement le radical acyle et conduit a la 1,3-di- 
hydro3cyvit amine D recberchee. Une solution ether ee d'une la-hydro- 
xy«3-0-acylvitamine D (ou de son isomere 5,6-trans) reagissant 
2? avec un exces d' hydrure de lithium-aluminium pendant 30 minutes a 
la temperature ambiante conduit au meme resultat^ 

La 5,6-trans-la-hydroxyvitamne D obtenue s\iivant ce pre- 
cede pent evidemment etre convertie en 5,6-cis-la-hydroxyvitamine I) 
par irradiation en lumiere ultraviolette suivant le mode operatoi- 
30 re general de Inhoffen et al. -[Chem. Ber. 9Q',^29^ (1957)]. De 
milme, les la-liydr oxy-3-0-acyl-5, 6 -trans- vit amines 3) intermediaires 
resultant de la solvolyse pewrent etre converties en isomeres 
5,6-cis correspcndants,qui donnent les Id-hydroxyvitamines D par 
elimination du radical acyle de la maniere decrite ci-dessus. 
35 Tout comme le precede original, le precede de 1' invention 

es-t fort general. II est applicable aux ^ vitamines D portent 
I'une quelconque des chaines laterales habituelles des steroides. 
Par consequent, 1« invention procure un precede de preparation d'un 
compose de formule (7) ou (8) ou R represente un atome d'hydrogene, 
ho un radical alkyle inferieur (par exemple methyle, ethyle , . piopyle , 
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i-proRyle, butyle ou i-butyle), ou un radical' de* fo^*e V 




r3 



ou 




ou 



10 




15 



ou 




COOR 



oil 



20 




COOR 




dans lesquelles R , R et r3. representent chacun irdependamineiit un 
atome d'hydrogSne ou de fluor ou un radical hydroxyle, aliyle in- 
25 f^rieur 0-alkyle iaferieur, 0-acyle inf erieur ou 0-acyle aromati- 
que, et R represents un atome d'hydrogene ou un radical allcyle 
Ihf^rieur, suivant lequel on soumet une Ix-hydroxycyclovitamine D 
de formule (3) ou R est tel que defini ci-dessus, et' Z repr^sente 
un atome a'hydrogene ou un radical alkyle inf^rieur, acyle inf^- 
■30 rieur ou acyle aromatique h la sblvblyse en presence d>un acide 
•carboxyiique organique de bas poids moleculaire, puis on conver- 
tit la 2a(-hydroxy-3-0-acylvitaaiine et/ou son isomire 5, 6- trans 
resultant en le compose 3-hydroxyle correspondant. 
35 Une autre parfcicularite interessante de 1* invention est 

que la solvolyse directe donne des vitaaines D et des 5,6-trans- 
^tamines D dans lesquelles le radical hydroxyle sur I'atome de 
carbone 3 est specif iquement acetyl^ de maniere plus aisee. Ces 
composes ont beaucoup d'utilit^, en particulier lorsqu'une modifi- 
"K) cation (par exemple oxydation, substitution, etc.) du radical hy- 
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<iro3<7le sur I'atome de carbone 1 est desirle saas qu'une influen- 
ce soit exercee sur le radical hydrosyle de I'atooe de carbone 3, 
dont la preparation par d'autres precedes est gengralement plus 
Xastidieuse et difficile. 
? Aax fins de 1' invention, il convient d' entendre par "ra- 

dical alkyie inf erieur" un radical hydrocarbone en chaine droite 
on ramifige (satur^ ou non sature) de 1 a environ 5 atomes de car- 
bone, par "radical acyle inf erieur" un radical acyle de 1 2i envi- 
ron If atomes de carbone (par exemple foimyle, acetyle ou batyryle) 
IC et par "radical acyle aromatique" un radical benzoyl e pu benzoyle 
siibstitu^ (par exemple p-nitrobenzoyle). ' . . 

L' invention est davantage illustree par les exemples sui- 
vants. " ■ 

KYTgriPEE 1 .- 

15 On chauffe a 55°C pendant 1? minutes une solution de 

10 mg de la-hydroxy-6-metboxy-3,?-cyclovitainine D3 dans 1,0 ml 
d'acide acetique glacial. On ajoute le melange de' reaction re- 
froidi goutte a goutte a une solution agitee f ormee de glace et 
d'une solution saturee de bicarbonate • de sodium, puis on soumet 
20 le melange neutralise resultant a 1' extraction par I'gther. On 
lave les extraits organiquesune fois avec une solution saturee de 
bicarbonate de sodium et une fois avec de I'eau, puis on les se- 
cHe sur du sulfate de nagaesium et on en chasse le solvant sous 
vide. On applique I'huile residuelle brute ainsi .obtenue sur 

25 une plaque de gel de silice de 20 cm x 20 cm,(d'une epaisseur de 
7?0 microns) pour chromatographie en couche mince qu'on developpe 
avec un melange 3:1 de Skellysolve B et d' acetate d'6tliyle pour 
obtenir 5,8 mg de 3-acetate de la-hydroxyvitamine D3 . [spectre ul- 
traviolet ^jjg^Slf nm; spectre de masse, m/e : Mf2 CM*, 1*0), 382 

30 (65), 36»f Ci5), 269 (20), I3,h (100); spectre de resonance magn6- 
tique nucleaire, 8 , 0,5^^ (3H, s, 18-B3) , 0,86 (6H, d, J = 6,6 Hz, 
26-^ et 27-H ), 0,92 (3H, d, J = 6,0 Hz, 21-H,), 2,0»f (3H, s. 
3-OCOCH3), h-M (IH, m, 1-H), 5,02 (IH, m (fin), 19 (Z)-H), 5,21 
(IH, m, 3-H), 5,3»f (IE, m (fin), 19(E)-H), 6,02 (IH, d, j = U 1 

35 Hz, 7-H), 6,3lf (IH, d, J = 11,1 Hz, 6-H)3. et 2,0 mg de 3-acetate 
de 5,6-trans-la-bydro2yvitamine [spectre tiltraviolet 

^max^''^ ™» spectre de masse, m/e : Mf2 (M^, 10), 382 (80), 
269 (23), I3!i- (100); spectre de resonance magnetique nucleaire, 5 , 
0,5^ (3H, s, I8-H3). 0,87 (6H, d, J - 6,3 Hz, 26-H3 et 27-^ );* 

»K> .0,92 (3H, d, J = 6,1 Hz, a-H3), 2,03 (3H, s, 3-OCOCH3), h,i9 (IH, 
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m^i-H); if,99 (IH, mrCfin), 19CZ)-H), 5,13 Cl3, m (fin), 19(E)- 
E), OH, a, 3-5); 5,80 (IH, d, J = 11, Hz, 7-H) , 6,5? (iH, 

di J = 11. Hz, 6-E)3.. Par reaction du 3-acetate de Is-hjdrcxy- 
vitamine D^- avec de I'hydroxyde de sodiuia methanol ique a 10%. pen- 
5 dant 1 henre dans I'ethanol a 50^0, on o"btient la la-hydroxyvi^ 
tamine. identique a un echantillon authentique- La reaction 
semblable du 3-acetate de 5,6-trans-la-h3rdroxyvitaiiiine conduit 
a la 5»6-trans-la-hydxo3C7yitamine [spectre ultraviolet 
X^^273 nm, spectre de masse, m/e : hOO (itf**, 12), 382 (8), 1^2 

10 (^2), 134* (100), spectre de resonance magnetique nucl^aire, , 
0,56 (3H,. s, 18-H^j, 0,87 (6H, d, J.= 6;6.Hz, ze-H^ et 
.0,93 (3H, cL, J 6,02^Hz, 21-H^) , . 4-, 2lf (IH, m, 3-H), lf,50 (IH, m, 
l-H), lf,97 (IH, m'.Cfin), 19(Z)-H), 5,12 (IH, m (fin), 19(B)-H), 
5,89 (IH,* d, J = ll,i|.Hz, 7-H), 6,58 (IH, d, J = ll,if Bz, 6-H)]. 

15 EXEMRLE 

On chauff e a 55**0 pendant l5 minutes une solution de 8 mg 
de lo.,25--dihydrox7-6Tiiethoxy-3,5-cyclovit amine dans BOOyUlitres 
d'acide acetique glacial > on refroidit la solution et on I'ajoute 
goutte a goutte a un melange agite forme de glace et d*\me solu- 

20 tion saturee de hicarhonate de sodiuia- On extrait le melanBe a 
1* ether, puis on lave I'eactrait organique une fois avec une solu- 
tion saturee de hicarhonate de sodium et une fois avec de I'eau, 
aprds quoi on le seche sur du sulfate de magneaixm et on le concen- 
tre sous vide. On chromatographie I'huile result ante sur une pla- 

25 que de gel de silice de 20 cm x 20 cm (d'une epaisseur de 750 mi- 
crons) qu'on developpe avec un melange 3=2 de Skellysolve B et 
d 'acetate d'ethyle pour recueillir ^,0 mg de 3~acetate de la,25- 
dihydroxyvitamine [spectre ultraviolet X^^^ 26k nm; spectre de, 
masse, m/e: h^B (M"^, 30) 398 (70), 38O (15), 13^ .(100), 59 (80); 

30 sjjectre de resonance magnetique nucleaire, 6 , 0,55 (3H, s, l8-H^), 
1,22 (6H, s, 26-H3 et 27-Hp, 0,92 (3H, d,. J = 6,0 Hz, 21-H3), 
2,0^ ('3H, s, 3-OCOCH^), ^,38 (IH, m, 1-H), 5,00 (IH, m (fin), 
19(Z)-H), 5,20 (IH, m, 3-H), 5,3^ (IH, m (fin), 19(E)-Z); 6,06 
(IH, d, J = 11,6 Hz, 7-H), 6,^2 (IE, d, J - 11,6 Hz, 6-H)]*. et 

35 1,7 Eg de 3-acetate de 5,6-trans-la,25-'dihydroxyntamine [spec- 
tre ultraviolet ^mas:^73 nm; spectre de masse, m/e : ^53 (IT, 10), 
398 (85), 380 (25), 12^ (100), 59 (85); spectre de resonance ma- 
gnetique nuclgaire,6, 0,5^ (3H, s, iB-H^) , 1,23 (6H, s, •26-H3 et 
27-HO, 0,92. (3H, d, J = 6,0 Hz, 2I-H3), 2,03 (3H, s, i-OCOCE^), 

kO If ,50 (IH, m, 1-H), ^,96 (IH, m.(fin), 19(Z)-H), 5,10 (IH, .m (fin). 
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^" ^ , _ ^ 1. TT- ^_IJ^^ "D^-r* >,TT;iwsi^ge du 2-acetate de 
6,55 (iHj 5, J = J--*-*"^ ^-^yj- -'^ ^' ^ - - ^ 

i'ioi cUoas le mStHanol pendant 1 hsvre a 55=0, on o-otient la 
5 la,25-dil3ydroxyvitauniiie identique sous tous rapportea un echan- 
tillon authentique- En traitant comme ci-dessus le 3-acetate de 
^,6-traiis-la,2?-dib7droxyvitainiiie D3, on oT>tient la 5,6-trans- 
la.25-diliydroxyvitamine [spectre ultraviolet X ^^^273 tm; 
^JtrTZ »asse. Ve : ^.^6 Cl5), 398 (8), l52 C^O) 13^ ClOO) 
10 59 (9$)- spectre de resonance magngtique nucleaxre,5 , 0,55 <.3H, 
s, 18-h'). 1.23 C6H, s, 26-I3 et 27-H ), 0.92 C3H, d, J = 6 0 Hz, 
2U,),\.22 (IH, 3-H). Vf53 (IH, m, 1-H) . ClH. x (fxn), 

I9(z5-H), 5,12 (IH, m (fin)..l9(E)-H), 5,85 (IH, d. J = ll,»f Hz, 
7-H) et 6,55 (IH, d, J - 11,^ Hz, 6-H)]. 

^On ajonte 1,0 ml d'acide formique a W a une solution 
de 12 ms de ia-hydro3cy-6-methos7-3,5-cyclovit amine D3 dans 1,0 ml 
de t^trahydrofuranne sec. On chauffe le melange de reaction a 
55°C pendant 10 ninutes, puis on arrgte la reaction au moyen d'un 
20 B61ange de glace et de solution satur^e de bicarbonate de sodxum. 
On extrait la suspension aqueuse rapidement a 1' 6ther et on lave 
les extraits organiques avec de I'eau, puis on les secbe sux du. 
' sulfate de magnesium et on Les concentre sous vide. On applique 

I'huile brute sur ime plaque de gel de silice de 20 cm x 20 cm, 
2$ d'lme 6pai6seur de 750 microns, pour chromatographie en couche 
Bince qu-on developpe avec vm m^ange h:l de Skellysolve B et 
d'acetate d'ethyle pour obtenir 6,3 ^ de 3-formiate de la-bydro- 
^tamine [spectre ultraviolet \^26». nm; spectre de masse, 
m/e ■• 1^28 Cl^)] et 2,2 mg de 3-formiate de 5,6-trans-la-bydroxy- 
30 vitamine [spectre ultraviolet X^273 nm; spectre de masse 
m/e • ^28 V)]. Par bydrolyse des esters formiques au moyen de 
bicarbonate de potassium dans le metbanol aqueux i V5°C pendant 
30 minutes, on obtient la la-bydro^cyvitamine P3 et 1' isomers 
5,6-trans correspondant qui sont identiques sous tous rapports 
35 aux composes mentionn^s dans I'exeirple 1. 

On ajoute 1,0 ml d'acide formique a 989« a une solution 
de 7 5 ing de ia,25-dibydroxy-6-m§tb03cy-3,5-cyclovitamine D3 dans 
1 0 ^ de titraiydxofnranne sec. Aprls 10 minutes de chauffage 
ho 55»C on arrete la reaction au moyen de glace et d'une solution 
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saturee de- -bicexbonate de sodium, puis on extrait le melange 

— ew4- s i»^t>^«-r. On lave les extraits etheres a 
aqueux. ray-uxAOAac*^** ^ — 

3*eau et on les seche s-ur du sulfate de masnesiTom, puis on les 
couceBtre sous ^rLde. On cHromatosraphie I'huile ^)rute sur une 

? plaque de gel de silice de 20 cm x 20 cm, d'une epaisseur de 
750 microns, pour chromatographie en couche mince avec un melange 
3-2 de Skellysolve B et d' acetate d'etbyle pour oUtenir 3,6 og 
de 3-formiate de la-.^J-dihydroxyvitamine [spectre ultraviolet 
\ 26^ nm; spectre de masse, m/e : (M+)] et 1,3 ms de 

10 3-^Jmiate de 5,6-trans-la,2?-diliydroxyvitamine D3 [spectre ultra- 
violet :X 273 nm; spectre de masse, m/e : (M )]. Par sim- 
ple bydrol^e dans le bicarbonate de potassium, on obtient 1' iso- 
mers 5,6-ci3 et I'isomere 5,6-trans- analogue qui sont identiques 
aux composes decrits dans 1' example 2. . 

15 EXEMPLE . 

On chauffe a 60''C pendant 15" minutes une solution de 
380 mg de la-bydroxy-6-methoxy-3,5-cyclovitamine dans 8 ml d'a- 
cide ac^tique glacial. On refroidit le melange de reaction et on 
I'aooute lentement a une solution agitee formee de glace et d'une 
20 solution satuxee de bicarDonate de sodium. AprSs neutralisation 
de la suspension aqueuse, on I'extrait avec de I'ether et on lave 
la phase organique une fois a I'eau, puis on la secbe sur du sul- 
fate de magnesium. Apres avoir cbasse le.solvant sous vxde, on 
applique I'buile brute restante sur une colonne de 60 cm x 1,5 cm 
25 gamie de h5 g de gel de silice dans de I'hexane. Par elution en 
lots successifs avec 100 ml d'ac^tate d'ethyle a 100 ml d'a- 
cetate d'ethyle & 8% et 100 ml d'acgtate d'Sthyle 4 12%, puis 
hOO ml d' acetate d'ethyle a l6%, on recueille des fractions de 
6 O ml. Les fractions 23 a 32 contiennent 18O mg de 3-acetate de 
W la-hyaroxyvitamine pur [spectre ultraviolet X^^Sh nm; spec- 
' L\ n^e, m/e : ?5V (M% 70). 39^. (60>. 376 (20). 269 (35). 
13^* (I00)]-tandis que les fractions 33 a contiennent un melange 
cis-trans et que les fractions a 60 contiennent 60 mg de 3-ace- 
tate de 5,6-trans-la-hydro:cyvitamine E^P!°*'^^*Jf^°if 
\ 273 ^; spectre de nasse; m/e : 0^. 20); 39»* C80), 376 
(loT 269 (25), 13»t (100)]. Par hydrolyse du 3-ac§tate de la-hy-. 
drox^tamine avec de I'hydrosyde de sodium methanolique a 10?^ 
i 500C dans l'4thaiiol' pendant 1 heure, on obtient la 5,6-cis-la- 
■ hydroxyvitamine D. identique sous tous rapports h un ^^^^^^^^^^^^^ 
ho authentique pr6par4 autrement [Lam et al., Steroids, 30, 671-677 
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!„• : : 

(1977) J et par iydrelyse. conduite dc ssss dft I'isomere 5",6-trans, 
. on obtient la 5,6-trans-la-hydroxyvitainine [spectre ultravio- 
let X 273 nm; spectre de masse, m/e : hlZ (2?, M*), 39^ (60), 
376 (10)^ 2^9 (20), 152 (60), 13H- (ipo)]. 

On chauffe a 60*0 pendant 10 minutes une solution 
de 6,8 mg de la,25-diliydrosy-6-metlioa(y-3,5-cyclovitamine [pre- 
paree a partir de 25-l^dxo2yvitamine suivant les precedes de- 
crits par Paaren et al. (Eroc. Nat. Acad- Sci., USA, 25, 2080 

10 (1978)) pour la preparation de la lo-2?-diliyaroxycyclovitamine 
analogue correspondante] dans 0,5 ml d'acide acetique glacial, 
puis on I'ajoute goutte a goutte a un maange de /glace et de so- 
lution saturee de "bicartonate de so"dium. On extrait ce melange 
aqueux a 1' ether, puis on lave les extraits organiques une fois 

15 avec de I'eau, apres quoi on les seche sur du sulfate de magnesium 
et on les concentre sous vide. Psu? chromatographie liquide sous 
hairte pression du rSsidu tuileux sur du gel de silice microparti- 
culaire (produit vendu sous le nom de Zorbax-SIL par la Societe 
DuPont, Wilmington," Delaware) au moyen de IC^ d' isopropanol dans 

20 I'hexane comme solvant, on obtient 3,5 mg de 3-acetate de la,25- 
dibydroxyvitamine {spectre ultraviolet Xj^26M- nm; spectre de 
masse, m/e : »*-72 (IT) et M-12 (M^ -60)] et 1,3 mg de 3-acltate de 
5,6-trans-la,25-dil3ydroxyvitamine [spectre ultraviolet 
X 273 nm; spectre de masse, m/e : V72 (11+), ^^12 (M* -60)]. Par 

■ 25 hySSlyse des fonctions 3p-ao6to3C7 (hydroxyde de sodium a . 5% dans 
le methanol a h5^C pendant ^5 minutes), on ohtient la la,2$-diby- 
droxyvitamine identique sous tous rapports a un gchantillon au- 
thentique et la 5,6-trans-la,25-dihydroxyvitamine [spectre ul- 
traviolet >• ' ^273 nm; spectre de masse, m/e : ^28 (M*)]. 
30 yvBKPrj: 7.- 

On chauffe a 55*0 pendant 10 minutes uae solution 
de >+,5 mg de la,2i«-,25-tribydroxy-6-methoxy-3,5-cyclovitamine 
[preparee a partir de 2i*,25-diliydroayvitamine D^, par p-toluene- 
sulfonylation a I'atome de carhone 3; solvolyse en 3 , 5-cyclovita- 

35 mine et oxydation par le dicxyde de selenium en compost la-hydxo- 
xyll, comne decrit par Paaren et al., Proc.Nat. Acad. Sci. 2l> 
20BO (1978)] dans 0,3 ml d'acide acetique glacial, puis on arrete 
la reaction au moyen d'un m^ange de glace et de solution saturSe 
de bicarbonate de sodium. On extrait la solution aqueuse a I'e-^ 

ho ther, puis on lave les extraits organiques une fois a I'eau, apres 



CD-CH -MDB. 12 



] 



N 313»t3 



quoi on les seche sur. du sxalfate de bagnesium et on lea concentre 
sous vide. Par chromatographie liquide a haute performance sur 
du gel de silice microparticulaire (ZorT)ax-SIL de la Societe 
BuPont) au moyen de 12% d' isopropanol dans I'hexane comme solvant> 
5 on obtient 2,0 mg de 3-acetate de la,2^,25-trihydroxyvitamine 
[spectre \iltraviolet ^j^q^^^ ^1 et 0,8 mg de 3-acetate de 
5,6-trans-la,2^,25-trih5rdroxyvitamine isomere [spectre ultra- 
violet ^j^Q^73 nm]. Par hydrolyse alcaline (hydroxyde de sodium 
a 5% dans le methanol a h^^O pendant 60 minutes) du 3-acetate de 

10 la, 2V,25-trihydroxyvit amine D^, on obtient la la,2V,25-trihydro- 
xyvitamine identique sous tous rapports a un echantillon authen- 
tique. Par hydrolyse du 3-acetate de 5»6-trans-la,2^,25-trihydro- 
xyvitamine dans les memes conditions, on obtient la 5,6-trans- 
1^, 2V,25-trihydroxyvitamine /spectre ultraviolet y^^^^^73 nm; 

l5 spectre de masse, m/e : ^32 (H^)]- 
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R E y E N P I C A .0? I Q N S • 
1.- Prpcede de preparation d'une la-hydroxyvitamine D 
de formxile generale : 




ou R repxesente un atome d'hydrogene, radical aliyle inferieur 
ou -un radical de f onnule : 



20 



25 



30 



35 




ho 
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.formules dans lesquelles IT, R et BP repr^sentent chacun iud^pen- 
* damment tin atome d'hydrogfene ou de flubr ou un radical hydroxyle, 
alkyle inf^rieur, O-alkyie inf^rleur, O-acyle inf^rieur ou acyle . 
aromatique , et represente un atome d'hydrogene ou un radical 
5 alkyle inf^rieur, caracterise en ce qu'on soumet une lc< -hydroxy- 
cyclovitamlne D de formula generale : 



R 




ou Z represents un atome d'hydrogene ou un radical alkyle infe- 
20 rie\ir, acyle inferieur ou acyle axomatique, et R a la signification 
qxxi lui a ete doimee ci-dessus, k la solvolyse en presence d'un 
acide carboxylique organique de has poids moleculaire, puis on con- 
vertit'la loc-hydrpxy-3-b-acylvitamine D et/ou la 5j6-tians-lQC-i5rdroxy- 
3,0-acylvitamjne D resultantes en le compose 3-hydroxyle corresponiant. 
25 2.- Precede suivant la revendication 1, caracterise en • 

ce qu'on separe la la-hydroxy-3~0-acylvitamine D et/ou la 5,6- 
trans-la-liydroxy-3"0"2Lcylvitajnine D du melange, de solvolyse avant 
d'elimiiier le radical 3-0-acyle. 

3.- Precede sviivant la revendication 1 ou 2, caracterise 
30 en ce qu'on elimine le radical 3-0-acyle par hydrolyse en milieu 
alcalin. 

■ Procede sxiivant la revendication 1 ou 2, caracterise 
en ce qu'on elimine le radical 3-O-acyle par reduction au moyen 
d'un hydxure. 

35" 5^-- Procede suivant I'xme quelconque des revendications 

1 a ^, caracterise en ce q.ue 1' acide carboxylique organique est 
1' acide formique. 

6.- Procede suivant I'une quelconque des revendications 
1 a V, caracterise en ce que 1' acide carboxylique organique est 

Ho I'acide acetique. * 
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Erocede siiivant I'lme quelconque des revendications 
1 a 6, caracterise en ce que la cyclovitamine D est la la-hydro- 
xy-6"metlio2cy-3,5-cyclovitamiiie Dy la la-hydroxy-6-ijietliox7-3,5- 
cyclovitamine D^, la la,25-dihydroxy-6-iiigtho3cy-3,?-cyclovita^ne 
5 D3, la la,25-dihydrox7-6-metliox3r-3,?-cyclovitamine ou la 
3-a , 2*^- , 25-t rihydroxy-6-methoxy-3 , 5'-cyclovitandne Dy 
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